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Abstract 



The detector (100) to detect a fluorescent dye (F) in a sample (P) has a light beam unit (110) aligned at the 
sample and a detection unit (120) within a hollow zone (130) with a highly reflective inner surface (131). It 
has one opening (132) aligned at the sample, and a second opening (133) opposite the detection unit. The 
hollow zone (130) has a generally spherical shape. The highly reflective surface contains barium sulfate or 
Spectralon (RTM). The light unit (110) emits monochromatic light, and especially a laser light. The light 
beam can be expanded. The light beam can be scanned at a carrier, where the light beam is carried 
through. The light scanner is a focusing lens, to focus the light beam on to the sample (P), using a 
F/&thetas; lens. Part of the light beam is deflected towards the sample, and part through the fluorescent dye 
(F) to be detected for the fluorescent emissions to be directed into the hollow zone. The light is separated by 
a dichroitic beam divider. At least one further detection unit can be located within the hollow zone, with its 
own entry opening, to register the fluorescent emission from the dyestuff to be registered, with a different 
wavelength from the first detection unit. The additional detection unit can register the presence of at least 
one additional fluorescent dyestuff. Each detection unit (120) is mounted in its opening, sealed against light. 
Each detection unit has a photomultiplier, and has a color filter for the wavelength of the fluorescence to be 
registered. Each detection unit has a collimation lens. A barrier filter is in front of the first opening which is 
impermeable to the light used for excitation, and permeable to the emitted fluorescent light, using an 
interference and/or a starting filter. 
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(54) Vorrichtung zum Nachweis eines Ruoreszenzf arbstoffs 

(57) Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum 
Nachweis eines Fluorenszenztartjstdffs in einer Probe, 
mit einer Strahlungsquelleneinrichtung, durch wetche 
Licht zum Anregen des nachzuweisenden Fiuoreszenz- 
farbstoffs auf die auf eine Tragereinriclitung aufge- 
brachte Probe einstrahlbar ist, und einer 
Detektionseinrichlung zum Detektieren von Fluores- 
zenzstrahtung, die durch den nachzuweisenden Fluo- 
reszenz1art)stoff emittiert worden ist. Die Erfindung 
zeichnet sich aus durch einen Hohlraum, der eine hoch- 
reflektive innere OberflSche. eine erste, in Richtung zur 
Probe weisende Offnung und eine zweite, der Detekti- 
onseinrtchtung gegenOberliegende Offnung aufweist. 
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Beschrelbung 

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum 
Nachweis eines Fluorenszenzfarbstoffs in einer Probe, 
mit einer Strahlungsquelleneinrichtung, durch welche 
Licht zum Anregen des nachzuweisenden Fluoreszenz- 
farbsloffs auf die auf eine TrSgereinrichtung aufge- 
brachte Probe einstrahlbar isl, und einer 
Deteklionseinrichtung zum Delektieren von Fiuores- 
zenzstrahlung, die durch den nachzuweisenden Fluo- 
reszenzfarbstoff emrtliert worden ist. 
[0002] Derartige Vomchtung, in denen die Fluores- 
zenzstrahlung durch eine Photomuftipliereinrichtung 
nachgewiesen wird, warden beispielsweise fOr moleku- 
larbiologische oder gentechnische Untersuchungen 
verwendet. Dabei wird eine Probe auf einem Trdger auf- 
gebrachl und mit einem f luoreszierenden Markierungs- 
stoff vorubergehend in Kontakt gebracht Diejenigen zu 
untersuchenden Stoffe, die eine Affinitat zum Markie- 
rungsstoff aufweisen. binden den Markierungsstoff an 
sich und kCnnen folglich zur Emission von Fluoreszenz- 
licht angeregt werden. Durch die Anregbarkeit der Ftuo- 
reszenz wird somit di e Eigenschaft d es zu 
untersuchenden Stoffs, den Markierungsstoff an sidi zu 
binden. sichtbar. wodurch RuckschlOsse auf die Art des 
Probenstoffs gezogen werden kOnnen. 
[0003] Ein Nachteil der aus dem Stand der Technik 
bekannten Vorrichtungen liegt allerdings dann. daB die 
Fluoreszenzstrahlung. die keine Vorzugsrichtung auf- 
weist und daher in den gesamten Raumwinkel abge- 
strahlt wird, mit einer Photomultipliereinrichtung nur aus 
einem Weinen Raumwinkelbereich nachgewiesen wer- 
den kann. Folglich zeigen die bekannten Vorrichtungen 
nur eine sehr Weine Nachweisenpf indlichkert. 
[0004] Angesichts dieses Nachtells der Vorrichtungen 
gemSB dem Stand der Technik liegt der Erfindung die 
Aufgabe zugrunde, die bekanrrte Vorrichtung zum 
Nachweis eines Fluoreszenzfarbstoffs dahingehend zu 
verbessern. daB ihre Nachweisempfindlichteit erhOht 
wird. 

[0005] Diese Aufgabe wird durch eine Vorrichtung der 
eingangs genannten Art gelOst, die sich auszeichnet 
durch einen Hohlraum, der eine hochreflektive innere 
Oberfiache, eine erste, in Richtung zur Probe weisende 
Offnung und eine zweite. der Deteklionseinrichtung 
gegenuberliegende Offnung aufweist. 
[0006] Dadurch, daB die Einrichtung zum Anregen 
des nachzuweisenden Fluoreszenzfarbstoffs, auf deren 
Oberfiache die Probe aufgebracht ist, der ersten Off- 
nung des Hohlraums gegenOberliegt, wird die Fluores- 
zenzstrahlung aus einem groBen Raumwinkel in den 
Hohlraum emittiert. Da der Hohlraum weiterhin eine 
hochreflektive innere Oberfiache aufweist. kann sich die 
in d n Hohlraum eingestrahlte Strahlung dort soiange 
ausbreiten, bis sie von einem Detektor nachgewiesen 
wird. 

[0007] Oemnach ist es im Vergleich zum Stand der 
Technik nr^lich. die Fluoreszenzstrahlung aus einem 



wesentlich grdSeren Raumwinkel nachzuweisen, 
wodurch die Nachweisempfindlichkeit der Vomchtung 
gegenuber den bekannten Vorrichtungen stark erh6ht 
wird. 

5 [0008] GemSB einer bevorzugten Ausgestattung der 
Erfindung umfaBtdie hochreflektive Oberfiache Barium- 
sulfat Oder Spektraion. Derartige Oberfiachen weisen 
eine Ref lektivitat von bis zu 99,8 % auf. Demnach kOn- 
nen die Reflexionsverfuste in dem Hohlraum sehr Wein 

10 gehalten werden. 

[0009] Entsprechend einer bevorzugten Weiterbildung 
kann die Strahlungsquelleneinrichtung so vorgesehen 
werden, daB sie monochromatisches Licht, insbesond- 
ere Laserficht, emittiert Der Vorteil von monochromati- 

15 schem Licht liegt darin, daB der EinfluB von 
monochromatischem Ucht auf das emittierte Ruores- 
zenzlicht wesentlich besser. beispielsweise durch 
gezielte Absorption, kontrollierbar ist. Der Vorteil an 
Laseriicht ist die relativ hohe Spotintensitat, die mit dem 

20 Laseriicht erzielt werden kann. Demnach resultieren 
entsprechend hohe Anregungsraten des nachzuwei- 
senden Fluoreszenzfarbstoffs. 
[001 0] Weitertiin kann nach der Strahlungsquellenein- 
richtung eine StrahHormungseinrichtung, insbesondere 

25 eine Strahlaufweitungseinrichtung, vorgesehen wer- 
den. Durch diese MaBnahme ist es mdglich. den von 
der Stahlungsquelleneinrichtung emittierten Uchtstrahl 
an die Abmessungen der erwunschten Laser-Spot- 
grOBe anzupassen. 

30 [001 1 ] GemaS einer bevorzugten Weitert5ildung kann 
zwischen der Strahlungsquelleneinrichtung und der Tra- 
gereinrichtung eine Abtasteinrichtung vorgesehen wer- 
den, mittels der von der Strahlungsquelte emittierte 
Strahlen Ctoer die Tragereinrichtung fuhrt>ar sind. Hier- 

35 durch ist es mOglich eine MehrzaW von Proben, die fia- 
chen- bzw. feldartig auf der Tragereinrichtung 
aufgebracht sind, sequentiell zur Fluoreszenz anzure- 
gen und die resultierende Ruoreszenzstrahlung zu 
detektieren. ohne einen zeitaufwendigen Probenwech- 

40 sel. einschlieBlich Reinigung der Tragereinrichtung und 
dergleichen, od©- eine mechanische Verschrebung der 
Probe gegenQber der Tragereinrichtung durchfOhren zu 
mussen. 

[0012] QemaU einer weiteren vorteilhaften Ausfuh- 
45 rungsform ist eine Fokussierungsoptik zur Fbkussie- 
rung des Anregungslichts auf der Probe vorgesehen. 
Dadurch kann die Spot-intensitat des Anregungslichts 
weiter ertieht werden, wodurch die AuflOsung und Inten- 
sitat des Sekundarlichts gesteigert wird. 
50 [0013] Vorteilhaftenweise handelt es sich bei der 
Fokussierungsoptik um ein F/e-Objekliv. bei dem eine 
Abbildung des Abtaststrahlenbundels gemaR der soge- 
nannten F/e-Bedingung / = Fxe durchgefuhrt wird. 
wobei / die Abbildungskoordinate, F die Brennweite 
55 und e der Winkel ist den das Abtaststrahlenbundel mX 
der optischen Achse einschlieBt. Hierdurch kOnnen 
Lichtstrahlbunde! unabhangig von dem Abstand zur 
optischen Achse fokussiert werden. und demnach kann 
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der Fokussierungseffekt gegenuber herkdmmlichen 
Objektiven verstdrkt werden. Demnach wird eine Win- 
kel&nderung des Ablenkspiegels in eine proportionate 
Ablage y' umgesetzt 

[0014] GemdB ein^ anderen vorteithaften Weiterbil- 
dung alter zuvor genannten Ausbitdungen, l^nn eine 
Strahlteilereinrictitung derart vorgesehen werden, daB 
durch die Strahtteilereinriclitung ein Teil des von der 
Strahtungsquelleneinrichtung emittierten Lichts auf die 
Probe lenkbar und ein Teil der durch den nachzuwei- 
senden Fluoreszenzfarbstoff emittierten Fluoreszenz- 
stralitung in den Hohlraum fahrt)ar ist. Durch diese 
MaBnahme kann ein konrpakter und gut bedienbarer 
Aufbau der erfindungsgemdBen Vonrichtung reatisiert 
werden. 

[001 5] In diesem Zusammenhang Kann die Strahttei- 
lereinrichtung in Form eines dichroitischen Strahlteilers 
vorgesehen werden. der einerseits die Anregungsstrah- 
lung mit hoher Effizienz refiektiert und somit den grOB- 
ten Teil des Anregungstichts zur Probe umlenkt und 
andererseits die Ftuoreszenzstrahlung mit hoher Effizi- 
enz durchtSBt und somit in den Hohlraum fuhrt. 
[001 6] GemdB einer weiteren bevorzugten Ausgestal- 
tung der voriiegenden Erf indung kSnnen weitere Detek- 
tionseinrichtungen in entsprechenden, jeder weiteren 
Detektionseinrichtung gegenuberliegenden Offnungen 
in dem IHohtraum vorgesehen sein. 
[0017] Diese weiteren Einrichtungen kdnnen zum 
Detektieren von Ftuoreszenzstrahlung vorgesehen wer- 
den. die von verschiedenen Anregungsniveaus des 
nachzuweisenden Ruoreszenzfarbstoffs resuttieren 
und demnach verschiedene Wetlentdngen aufweisen. 
[0018] Somit gestattet diese Anordnung die Messung 
eines Farbstoffs bei einer AnregungsweltenlSnge. aber 
gteichzeitig bei verschiedenen Wellentdngen der Fluo- 
reszenzstrahlung. Da derartige gleichzeitige Messun- 
gen der Ftuoreszenzstrahlung bei verschiedenen 
Wetlentdngen mit den bekannten Vorrichtungen nur mit 
sehr hohem Aufwand mOglich sind. kann gemdB der 
Erfindung die Zeit zur Durchfuhrung der Messung der 
Ftuoreszenzstrahlung mit verschiedenen Wellenldngen 
um einen Faktor N auf einfache Weise verringert wer- 
den, wenn N die Anzahl der verschiedenen Wellentdn- 
gen der Ftuoreszenzstrahlung bezeichnet. 
[0019] Weiterhin kdnnen gem^B dieser bevorzugten 
Weiterbitdung die weiteren Detektionseinrichtungen 
zum gteichzeitigen Nachweis weiterer Ftuoreszenzfarb- 
stoffe venvendet werden. Demnach ist es nndgtich. mit 
verschiedenen AnregungswellenlSngen die Fluores- 
zenzstrahlung verschiedener Ftuoreszenzfart>stoffe 
gleichzeitig zu messen. Ebenso wie in der Anordnung 
zur Messung der Ftuoreszenzstrahlung bei verschiede- 
nen WeltentSngen eines Fluoreszenzfarbstoffs ergibt 
sich auch in dem Fall der Messung mehrerer Ruores- 
zenzfart)stoffe eine Verringerung der MeBzeit mit einem 
Faktor N. wenn mit N die Anzahl der gleichzeitig nach- 
zuweisenden Fluoreszenzfartstoffe bezeichnet ist. 
[0020] GemdB einer weiteren bevorzugten Ausbitdung 



ist eine l^mbination der beiden oben bezeichneten 
Messungen mOglich. Demnach kann die Ruoreszenz- 
strahlung mehrerer Ruoreszenzfart>stoffe bei jeweils 
verschiedenen Wellenlangen nachgewiesen werden. 

5 [0021 ] Entsprechend einer bevorzugten Weitertildung 
sind die Detektionseinrichtungen lichtdicht in ihren ent- 
sprechenden Offnungen in dem Hohlraum vorgesehen. 
Hierdurch wird eine weitere Verlustquelle und Streuiicht 
fur die Ruoreszenzstrahlung beseitigt. 

10 [0022] QemdB einer bevorzugten Weiterbiidung kann 
jede Detektionseinrichtung eine Photomultipliereinrich- 
tung aufweisen. Weiterhin kann jede Detektionseinrich- 
tung eine Farbf iltereinrichtung umfassen, die auf die 
Welleniange der von ihr nachzuweisenden Fluores* 

15 zenzstrahlung abgestimmt ist. Bei Bedarf kann jede 
Detektionseinrichtung mit einer Kollinnationsoptik verse- 
hen werd&i. 

[0023] GemdB einer weiteren bevorzugten Ausbildung 
kann vor der ersten Offnung des Hohlraums eine Sperr- 

20 fittereinrictTtung vorgesehen werden. die das zur Anre- 
gung venfvendete Licht sperrt und die zu detektierende 
Fluoreszenzstrahlung hindurchldBt Durch diese MaB- 
nahme kann vermieden werden, daB das zur Anregung 
verwendete Laserlicht in den Hohlraum gestreut wird 

25 und dort die Detektion der Ruoreszenzstrahlung 
ungunstig beeimfiuBt Derartige Spenliltereinrichtungen 
lassen sich inst>esondere bei Verwendung von mono- 
chromatischem Ucht besonders einlach, beispielsweise 
in Form von Abtauffiltern und/oder Interferenzfittern, 

30 vorsehen. 

[0024] Vorteilhafterweise kann eine derartige Sperrfit- 
tereinrichtung durch ein im Stand der Technik bekann- 
tes Interferenzfilter und/oder Aniauffilter reatisiert 
werden. 

35 [0025] Weitere Vorteite und Merkmale der Erfindung 
ergeben sich aus der folgenden beispielhaften 
Beschreibung bevorzugter Ausfuhrungslbrmen der 
Erfindung unter Bezugnahme auf die Zeichnungen. Es 
zeigen: 

40 

Fig. 1 eine schematische Darstetlung einer ersten 
AusfOhrungsform der voriiegenden Erfin- 
dung; und 

Fig. 2 eine schematische Darsteltung einer zweiten 
45 AusfOhrungsform der voriiegenden Erfin- 

dung. 

[0026] In Rg. 1 ist eine erste AusfOhrungsform einer 
Vorrichtung 100 zum Nachweis eines Fluoreszenzfarb- 
50 stoffs F in einer Probe P gemSB der voriiegenden Erfin- 
dung gezeigt. 

[0027] Die Varichtung 100 umfaBt eine Strahtungs- 
quelleneinrichtung 110, eine TrSgereinrichtung 140. auf 
welche die den nachzuweisenden Fluoreszenzfarbstoff 
55 F enthattende Probe P aufgebracht ist. sowie einen 
Hohlraum 130. der vorliegend kugelfOrmig ausgebildet 
ist. Dieser Hohlraum 130 weist eine erste Offnung 132 
auf, die der TrSgereinrichtung 140 mit der Probe P 
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gegenuberiieigend angeordnet ist. 
[00281 Der Hohlraum 130 umfeBt eine hochreflektive 
innere Oberfiache 131. die beispielsweise BariumsuHat 
Oder Spektraion unnfassen. Durch diese spezielle 
Beschichtung kann eine Refiektivitat der inneren Ober- 
fiache von 99,8 % erziett werden. 
[0029] AuBerdem ist in dem Hohlraum 1 30 eine weite 
Offnung 133 vorgesehen, in die eine Detektionseinrich- 
tung 120 zum Delektieren von Fluoreszenzstrahlung, 
die durch den nachzuweisenden Fluoreszenzfarbstoff F 
emittiert worden ist. beispielsweise eine Photomultip- 
liereinrichtung, eingesetzt 

[0030] Im folgenden wird kurz die Funkllonaweise der 
Vorrichtung 100 beschri^en. 
[0031] Durch die Strahlungsquelleneinrichtung 110 
wird Licht, das die Anregungswelleniange enthait Oder 
monochromatisches Licht der Anregungswelleniange, 
beispielsweise Laserlicht, auf die Probe P eingestrahlt. 
[0032] Dieses Ucht wird zur Anregung des Fluores- 
zenzfartjstcffs F genutzt. 

[0033] Die von dem angeregten Fluoreszenzfarbstoff 
abgegebene Ruoreszenzstrahlung wird in den Hohl- 
raum 130 eingestrahlt, und schlieBlich nach mehreren 
diffusen Reflexionen an der hochreflekliven Oberfiache 
131 durch den DeteWor 120 nachgewiesen. 
[0034] Da die Probe der Offnung des Hohlraums 1 32 
gegenuberliegt und auSerdem die Ruoreszenzstrah- 
lung im allgemeinen kelne Vorzugsrichtung hat. wird in 
der vorliegenden Anordnung im Vergieich zum Stand 
der Technik ein wesentlich grOBerer Teil der Fluores- 
zenzstrahlung in den Hohlraum 130. wo sie schlieBlich 
nachgewiesen werden kann, eingestrahlt. 
[0035] Folglich kann in der Vorrichtung 100. im Ver- 
gieich zu aus dem Stand der Technik bekannten Vor- 
richtungen. in denen Linsensysteme Oder Lichtleiter mit 
entsprechenden Detektoren eingesetzt werden, der 
Raumwinkel, aus dem Fluoreszenzstrahlung gesam- 
melt wird. stark erhOht werden, wodurch eine erhGhte 
Nachweisempfindlichkeit erzielt werden kann, 
[0036] Die in Fig. 1 gezeigte Vorrichtung 100 kann auf 
vielfaltige Weise modif izierl werden. 
[0037] Beispielsweise kann der Hohlraum 130 auch 
andere geometrische Formen. wie beispielsweise eine 
Wurfelform oder dergleichen, aufweisen. Im Vergieich 
zu der in Fig. 1 gezeigten kugelformigen Anordnung 
kann sich allerdings die Anzahl der Reflexionen der 
Fluoreszenzstrahlung in dem Hohlraum bis zum Nach- 
weis durch den Detektor erh6hen, wodurch sich u.U. die 
Reflexionsverluste in dem Hohlraum erhOhen kdnnen. 
Weiterhin kann auch eine ungleichmaBige Ausleuch- 
tung resuHieren. 

[0038] Der Detektor 120 ist in der vorliegenden Aus- 
fuhrungsform in Form eines Photomultipliers vorgese- 
hen. Vorzugsweise kann vor diesen Photomultiplier eine 
Farbfiltereinrichtung gesetzt werden, die auf die von 
dem nachzuweisenden Fluoreszenzfarbstoff F emit- 
tierte Welleniange abgestimmt ist. 
[0039] Falls die Reflexionsverluste in dem Hohlraum 



130 weiter reduziert werden sollen, bietet es sich an, 
den Detektor 120 lichtdicht in die Offnung 133 einzuset- 
zen. 

[0040] Weiterhin kann, falls es erforderlich ist, der 
5 Detektor mit einer Kollimalionsoptik versehen werden. 
[0041] Wahrend in der im Zusammenhang mrt Rg. 1 
beschriebenen Ausfuhrungsform lediglich ein mono- 
chromatischer Strahl auf die Probe P eingestrahlt wird. 
kann die in Fg. 1 gezeigte Vomchtung auch mit zwei 
10 Oder mehreren Anregungawellenlangen betrieben wer- 
den. Hierzu kOnnen wertere Strahlungsquelleneinrich- 
tungen vorgesehen werden, die Anregung kann in der 
Frequenzdomane moduliert werden. und die Ruores- 
zenzstrahlung mit derjeweiligen Frequenz durch eine 
15 entsprechend gesteuerte Detektionseinrichtung detek- 
tiert werden. 

[0042] Urn die beschriebene Vorichtung ztim Nach- 
weis von Ruoreszenzstrahlung eines bestimmten Ruo- 
reszenzfart)Stoffs einzusetzen, ist lediglich die 
20 Anregungslichtquelle und, falls vorgesehen. das Farbfil- 
ter vor der Photomultipliereinrichtung an den Fluores- 
zenzfarbstoff anzupassen. 

[0043] Zum Nachweis von Fluoreszein, das bei 488 
nm zur Fluoreszenz angeregt werden kann, muB Licht 

25 dieser Welleniange, beispielsweise durch einen Argon- 
laser auf die Probe gestrahlt werden. Da die Ruores- 
zenzstrahlung bei 520 nm emittiert wird, mOBte ein 
venwendeter Farbfilter in diesem Bereich durchiassig 
sein. Analoges gilt fur CY5. das bei 633 nm angeregt 

30 werden kann und bei 670 nm Ruoreszenzstrahlung 
emittiert. 

[0044] In Fig. 2 ist eine zweite Ausfuhrungsform einer 
Vonrichtung 200 zum Nachweis eines Fluoreszenzfarb- 
stoffs F in einer Probe P dargestellt. 

35 [0045] Diese Vorrichtung untersdieidet sich von der In 
Fig. 1 gezeigten dadurch, daB zusatzlich zu einer ersten 
Detektionseinrichtung 220 weitere Deteklionseinrich- 
tungen 221 und 222, eine Strahlaufwertungseinrichtung 
250, eine Abtasteinrichtung 260, eine Strahlteilerein- 

40 richtung 270 und ein Sperrfitter 280 vorgesehen sind. 
[0O46] Um Wiederholungen zu vermeiden. werden im 
folgenden lediglich diese unterschiedlichen Merkmale 
eriautert und in bezug auf die verbleibenden Konrpo- 
nentw wird lediglich auf die Beschreibung im Zusam- 

45 menhang mit Rg. 1 venwiesen. Hierbei bleibt 
anzumerken, daB sich die Bezugszeichen der einander 
entsprechenden Komponenten lediglich in ihrer ersten 
Ziffer unterscheiden. 

[0047] In der zweiten Ausfuhrungsform sind zwei 
50 Detektoren 221 und 222, die in entsprechenden Offnun- 
gen 234 bzw. 235 in dem Hohlraum 230 eingesetzt sind, 
vorgesehen. 

[0048] Die Detektoren 221 und 222 kGnnen baugleich 
mit dem Detektor 220 ausgebildet sein oder speziell an 
55 eine Fluoreszenzstrahlung angepaSt werden, die sich 
in ihrer Welleniange von der mit dem Detektor 220 
nachzuweisenden Ruoreszenzstrahlung unterscheidet. 
[0049] Obwohl in der Ausfuhrungsform gemaB Rg. 2 
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nur dr i Detektoren 220, 221 und 222 gezeigt sind. ist 
es offensichtlich, da 6 we'rtere Detektoren vorgesehen 
werden k6nnen. 

[0050] Mit dieser Anordnung ist es einerseits mdglich, 
Fluoreszenzstrahlung von dem gleichen Fluoreszenz- 
farbstoff F. die aus unterschiediichen AnregungszustSn- 
den resulted, nachzuweisen. 
[0051] Alternativ kOnnen. wie in Fig. 2 gezegt. die 
Detektoren auch so vorgesehen werden. daB sie zum 
gleichzeitigen Nachweis wenigstens eines weiteren 
Fiuoreszenzfart)stoffs P vorgesehen sind. Hierzu kann 
es erforderlich sein, Licht mit verschiedenen Anre- 
gungswelleniangen auf die Probe P einzustrahlen. 
[0052] Selbstverstandlich sind auch beltebige Kombi- 
nationen aus den beiden oben beschriebenen Betri^- 
verfahren mOglich; d.h. mit einer derartigen Anordnung 
kann die Fluoreszenzstrahlung mehrerer Fluoreszenz- 
farbstoffe F und F mit jeweils verschiedenen Wellenldn- 
gen detektiert werden. 

[0053] Weiterhin weist die Vorrichtung 200 eine 
Strahlformungseinrichtung in Form einer Strahlaufwei- 
tungseinrichtung 250 auf. Durch diese Einrichtung kann 
der von der Strahlungsquelleneinrichtung emittierte 
Strahl aufgeweitet werden und dadurch die Fokussie- 
rung im Zusammenhang mit der noch zu beschreiben- 
den Fokussieroptik verbessert werden. 
[0054] Neben der gezeigten Strahlaufweitungseinrich- 
tung 250 kOnnen. falls dies aufgrund der Probengeome- 
trie erforderlich ist auch andere 
StrahKbrmungseinrichtungen, beispielsweise eine 
Lochblende und dergleichen, eingesetzt werden. 
[0055] An die Strahlaufweitungseinrichtung 250 
schlieBt sich die Abtasteinrichtung 260 an. Mittels die- 
ser Abtasteinrichtung 260 kann ein von der Strahlungs- 
quelleneinrichtung 210 emittierter Strahl in zwei 
Dimensionen Qber die TrSgereinrichtung gefuhrt wer- 
den. Durch diese Anordnung ist es meglich, eine Mehr- 
zahl von Profc)en, die feWartig auf der Tragereinrichtung 
aufgebracht sind, sequentiell zur Fluoreszenz anzure- 
gen, ohne einen zeitaufwendigen Probenwechsel, ein- 
schlie3Iich Reinigung der Trggereinrichtung 240 und 
dergleichen, durchfOhren zu mQssen. 
[0056] Die Abtasteinrichtung 260 unrfaBt weiterhin 
eine Fokussierungsoptik 261 zur Fokussierung des 
Anregungslichts auf die Probe. Dadurch kann die Spot- 
intensitat des Anregungslichts weiter erhfiht werden, 
und demnach auch die rSumliche Auflbsung und 
Bestrahlungssiarke des Fluoreszenzlichts gesteigert 
werden. 

[0057] Vorteilhaftenweise kann als Fokussierungsoptik 
ein F/e-Objektiv, be! dem eine Abbildung des Abtast- 
strahlenbundels gemSB der sogenannten F/e-Bedin- 
gung y' = Fxe durchgefuhrt wird, wobei y' die 
Abbildungskoordinate, F die Brennweite und 0 der Win- 
kel ist. den das Abtaststrahlenbundel mit der optischen 
Achse einschlieBt, eingesetzt werden. 
[0058] Hierdurch k6nnen Uchtstrahlbundel unabhSn- 
gig von dem Abstand zur optischen Achse fokussiert 



werden. Der Fokussi reffekt laBt sich demnach gegen- 
ut>er einem herkOmmlichen Objektiv verst^ken. AuBer- 
dem kann mit einem derartigen F/0-Objektiv eine 
gleichmdBigere Fokussierung Qber die Fl^che, in der 

5 die Probe vorgesehen ist. erzielt werden. 

[0059] Weiterhin umfaBt die zweite Ausfuhrungsform 
ane Strahlteiiereinrichtung 270. Die Strahlteilereinrich- 
tung ist zwischen der Trfigereinrichtung 240 fQr die 
Probe und der Offnung 232 des Hohlraums vorgese- 

10 hen. Durch die Strahlteiiereinrichtung 270 wird einer- 
seits ein Tell des von der Strahlungsquelleneinrichtung 
210 emittierten Uchts auf die Probe P gelenkt. Anderer- 
seits laBt die Strahlteiiereinrichtung einen Tell der durch 
den nachzuwelsenden Fluoreszenzfarbstoff F emittier- 

15 ten Fluoreszenzstrahlung hindurch. so da6 diese Strah- 
lung in den Hohlraum 230 eintreten und dort durch den 
Detektor 230 bzw. die Detektoren 231 und 222 nachge- 
wiesen werden kann. 

[0060] Vorteilhafterweise kann die Strahlteilereinrich- 

20 tung 270 einen dichroitischen Strahlteiler umfass n. 
Dieser spezielle Strahlteiler ist so ausgelegt, daB er 
zum einem die Anregungsstrahlung mit hoher Effizienz 
reflektiert und somit den grOBten Teil des Anregungs- 
lichts zur Probe umlenkt und zum anderen die Fluores- 

25 zenzstrahlung mit hoher Effizienz durchlSBt. 

[0061 ] Daruber hinaus ist in der zwerten Ausfuhrungs- 
form vor der Offnung 232 des Hohlraums 230 eine 
Sperrfiltereinrichtung 280 vorgesehen. Diese Sperrfil- 
tereinrichtung 280 ist fur das zur Anregung verwendete 

30 Licht, das in Richtung des Hohlraums 230 gestreut wird. 
undurchldssig und fur die zu detektierende Ruores- 
zenzstrahlung durchiassig. Derartige Sperrfiltereinrich- 
tungen lassen sich beispielsweise durch ein Interferenz- 
filter, ein Aniauffilter oder eine Kbmbination derartiger 

35 Filter realisieren. 

[0062] Durch diese Sperrfiltereinrichtung 280 kann . 
daruber hinaus selbst der Anteil der Laserstrahlung, der 
trotz der Strahttalereinrichtung 270 in Richtung des 
Hohlraums gefuhrt wird, geblockt werden. so daB nur 

40 die Strahlung, die durch den Fluoreszenzfarbstoff F 
emittiert worden ist, in den Hohlraum gestrahit wird. 
[0063] Obwohl in der zweiten AusfQhrungsform die 
zusdtzlichen Detektoren 221 und 222, die Strahlaufwei- 
tungseinrichtung 250, die Abtasteinrichtung 260. die 

45 Strahlteiiereinrichtung 270 und die Sperrfiltereinrich- 
tung 240 gemeinsam in einer Ausfuhrungsform gezeigt 
worden sind, bleibt anzumerken, daB diese Merkmale 
voneinander unabhdngig sind und demnach jedes ein- 
zelne dieser Merkmale bei Bedarf eingesetzt werden 

50 kann, urn die im Zusammenhang mit dem betreffenden 
Merkmal beschriebenen Vorteile zu eriangen. 

Patentanspruche 

55 1. Vorrichtung (100; 200) zum Nachweis eines Fluo- 
renszenzfarbstoffs (F) in einer Probe (P), mit 

einer Strahlungsquelleneinrichtung (110; 210), 
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durch welche Ucht zum Anregen des nachzu- 
weisenden Fluoreszenzfarbstoffs (F) auf die 
auf eine TrSgereinrichtung (140; 240) aufge- 
brachte Probe (P) einstrahlbar ist, und 

einer Detektionseinrichtung (120; 220) zum 
Detektieren von Fluoreszenzstrahlung, die 
durch den rBchzuweisenden Fluoreszenzfarb- 
stoff (F) emittiert worden ist 
gekennzeichnet durch 

einen Hohlraum (130; 230), der eine hochre- 
fleWive innere Obertiache (131; 231), eine 
erste. in Richtung zur Probe welsende Offnung 
(132; 232) und eine zweite, der Detektionsein- 
richtung (120; 220) gegenuberliegende Off- 
nung (1 33; 233) aufweist 

2. Von-ichtung nach Anspruch 1, in welcherder Hohl- 
raum (130; 230) im wesentlichen kugetfOrmig aus- 
gebildet ist 

3. Vorrichlung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche, in welcher die hochrefleklive Oberfia- 
che (131; 231) Bariumsulfat oder Spectralon 
umfaBt. 

4. Von-ichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche, in welcher die Strahlungsquellenein- 
richtung (110; 210) nronochromatisches Ucht emit- 
tiert 

5. Von-ichtung nach Anspruch 4, in welcher das mono- 
chromatische Ucht Laserlicht ist. 

6. Von-ichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche, in welcher nach der Strahlungsquellen- 
einrichtung (210) eine Strahlformungseinrichtung, 
insbesondere eine Strahlaufweitungseinrichtung 
(250), vorgesehen ist. 

7. Von-ichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche, in welcher zwischen der Strahlungs- 
quelleneinrichtung (210) und der Tragereinrichtung 
(240) eine Abtasteinrichtung (260) vorgesehen ist, 
mittets der von der Strahlungsquelle emittierte 
Strahten Ober die TrSgereinrichtung fuhrbar sind. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, in welcher die Abt- 
asteinrichtung (260) eine Fokussieroptik zur Fokus- 
sierung der von der Strahlungsquelle emittierten 
Strahlen auf die Probe (P) aufweist. 

9. Vonrichtung nach Anspruch 8. in welcher die Fokus- 
sieroptik ein F/0-Objektiv aufweist 

10. Von-ichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche, in welcher eine Strahlteilereinrichtung 



(270) vorgesehen ist. derart, daB durch die Strahlt- 
eilereinrichtung (270) ein Teil des von der Strah- 
lungsquelleneinrichtung(210) emittierten Lichtsauf 
die Probe (P) lenkbar und ein Teil der durch den 
5 nachzuweisenden Ruoreszenzfarbstoff (F) ennit- 
tierten Ruoreszenzstrahlung in den Hohlraum 
(230) fOhrbar ist 

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, in welcher die 
10 Strahlteiiereinrichtung (270) in Form eines dichroiti- 

schen Strahiteilers vorgesehen ist 

12. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 
AnsprOche, in welcher wenigstens eine wettere 

15 Detektionseinrichtung (221 , 222) und eine entspre- 
chende jeder weiteren Detektionseinrichtung 
gegenOberliegende Offnung (234. 235) in dem 
Hohlraum (230) vorgesehen ist. 

20 13. Vorrichtung nach Anspruch 12. in welcher die 
wenigstens eine weitere Detektionseinrichtung 
(221. 222) zum Detektieren von Ruoreszenzstrah- 
lung vorgesehen ist, welche durch den nachzuwei- 
senden Ruoreszenzfarbstoff (F) emittiert worden 

25 ist und deren WellenlSnge sich von der Fluores- 
zenzstrahlung, die von der Detektionseinrichtung 
(220) nachzuweisen ist. unterscheidet. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 12 oder 13, in welcher 
30 die wenigstens eine weitere Detektionseinrichtung 
(221, 222) zum gleichzeitigen Nachweis wenig- 
stens eines weiteren Ruorenszenzfarbstoffs (F) 
vorgesehen tst. 

35 15. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche, in welcher jede Detektionseinrichtung 
(120; 220. 221. 222) lichtdicht in der ihr entspre- 
chenden zweiten Offnung (133; 233, 234, 235) in 
dem Hohlraum (130; 230) vorgesehen ist. 

40 

16. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 
AnsprOche, in welcher jede Detektionseinrichtung 
(120; 220. 221, 222) eine Photomultipliereinrich- 
tung aufweist 

45 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16. in welcher jede 
Detektionseinrichtung (120; 220, 221 , 222) eine auf 
die WellenlSnge der von ihr nactizuweisenden 
Ruoreszenzstrahlung abgestimmte Farbfilterein- 

50 richtung aufweist. 

18. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche, In welcher jeder jede Detektionseinrich- 
tung (120; 220. 221. 222) eine Koliimationsoptik 

55 aufweist. 

19- Vorrichtung nach einem der vorangegangenen 
Anspruche, in welchem vor der ersten Offnung des 
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Hohlraums eine Sperrfiltereinrichtung (280). die fOr 
das zur Anregung verwendete Licht undurchlSssig 
und fur die zu detektierende Fluoreszenzstrahtung 
durchiassig ist, vorgesehen ist. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, in weicher die 
Sperrfittereinrlchtung (280) ein Interferenzfirter 
und/oder ein Aniauffilter aufweist. 
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Probe weisende Offnung und eine zweite, der Detekti- 
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